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6* Nouveile souche de Trichoderma herrlanum precede d' tolement ds cettasouche, proc** 69 ^^^^^^ 
W I^^L D^tide* DftxJults oar eette souche, et oppHoatlon de cette souche et ces rwuveaux peptWes on du prodult 
ob^u£r^^ 

© L'invention conceme une nouveile souche de Trichoderma 
hanuanum. 

Cette nouveile souche est deposes a I Instrtut Pasteur 
sous le N° 1 223 et a I'ATCC sous le N° 20672. Cette souche 
a Ate Isolde par une technique de donage a partir de cham- 
pignons de Trichoderma harztenum a psrtir d'un sol humUe 
comme un sol maraicher ou un sol cultive. 

Cette nouveile souche ainsl que Iss peptides qu'efle pro- 
duft denommde Trtehorzianlnes sont utilises comme moyen de 
lutte blologlque en particular pour le trsftement de la pourrlture 
grise de la vigne ou la maiedle du plomb des arbres fruWers. 
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"Nouvelle souche de Trjehoderma harzianum,proc6d§ d y isolement 
de~;cette sotichey prbcfe3€ ' d&- culteire ^e.izette spu<^Vncni\*e^ 
peptides ou composes produits par cette soudhe, eft application 
dg. cette. souche, et ces nouyeaux peptides ou cfo produit obtenu 
pgr le proc€d6 de cloture -com de luirbe v bjjoibgique sous 

forme de produit phytosanitalre " 

La pr6sente invention concerne essentiellement une 
nouvelle - souche de Trichod,erroa harzianum, un proc§d£ 
d f isoleraent de cette souche , ,un proc€d€ de culture 
de cette souche , de. npuv^aux peptides pu composes 
produits. par cette souche nouvelleraent d6noram£s 
Trichorzianines et l f application de cette souche/ des 
nouveaux .peptides, ou du. produit obtenu par le proc£d£ 
de culture corame moyen de. lutte biologique, en particu 
lier sous forme de produit phytosahitairev : Plus pr€ci- 
s^ment* cette- nouvelle rsouche de ~Tsri:choderma -harziianum 
peut etre utiiisfie. comme moyen de. lutte biologique, en 
particulier spus. forme de produit phytpsanitaire i , . . 
contre lfe c.h6tD^ignbn : 'p 

ture grise de la vigne) ou contre le champignon 
parasite Stereum purpureura (maladie du plomb des 
arbres fruitless.) ou encore contre Ceratocystis ulmi 
(graphiose qte l.'orme) pu encore contre le champignon 
parasite Sclerptinia .(sclSrotiniose) ou encore contre 
le champignon parasite Stereum hirsutuiu, exemples non 
limitatifs. 

La nouvelle.- souche. de .TrjLghoderma har.zianum isolSe" 
par la demanderesse a fait l'objet d"un. depot aupris 
de l'Institut Pasteur le 2 Mars 1983 sous le N 6 I 223 
ainsi : .que d|un d6pot.auprds. de 1J American Type Culture 
Collection, en abrggfe ATCC sous, le N.?. ATCC 20.672 le 
22 Avril 1983. . •* 

Cette nouvelle souche 1223 a §t6 reconnue comme £tant 
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un champignon Trichoderma harzianum selon la classi- 
fication Rifai. 

Cette nouvelle souche de Trichoderma harzianum 1223 
- 5 pr£sente en effet 1* aspect cultural suivant: 

-un mycelium ras, translucide 3. peine discernable 
a l'oeil an, a la surface duquel apparaissent au 
bout de trois jours environ de culture,, ides formations 

10 sporog&nes d'abord blanches qui se colorent par la 
suite en vert sombre. La structure sporifSre est la 
suivante : les conidiophores portent des branches 
ramifi€es de fa£on orthogonale, les cellules sporogSnes 
(phialides) port^es par ces derniSres peuvent etre 

15 groupies par deux ou trois , elles sont de taille 

variable (8 a 12 microns), etroites (2 r 5 microns) , peu 
ventrues et souverit recourses , les spores qu f elles 
portent sont globuleuses & sub-globuleuses , co lories 
en vert et mesurent en rooyenne 3 microns de diam^tre, 

20 elles apparaissent lisses au grandissement 1000. La 

parol des spores est compl€tement lisse au microscope 
eiectronique . 

La temperature de cro^ssance est de 17 a 32°C avec 
25 un optimum de 20 S. 24° Elles pousseht sur milieu 
class ique, c f est-a-dire malt-agary pomme de terre- 
glucos€t-agar ; flocons d'avoine; et h un pH compris 
entre 4 et 7 avec un optimum vers 5. 

30 La sporulation est plus importahte sur un milieu 
riche et sa croissance est a6rob±e. 

Le proc£d£ d^solement de cette nouvelle souche de 
Trichoderma harzianum 1223 ou ATCC N° 20672 a pour 
35 but d f obtenir une souche : 
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-^prSseritaht line croissaiice fa£ide : f la souche doit 

se* d£velopper rapidement afiri d'etre efficace vis £ vis 

des parasites , 

-ayarit tine bonne croissaiice en milieu pauvre, 

-se d£veloppant a temperature assez t>asse (15-17°C), 

^-ayant la plus importante production de spores par 
unitg de milieu g£los£, 

rayant 1 & plus important^ production de substance 
antifongique par -unite Se pOids'de sporfes, production 
que l'on peut lvalue r 

.soit par compairaisoh des pouvolrs antagohistes Si 
distance (comme il sera expliqu£ pliis loin a l'exemple 
7) 

• soit par extraction aux sblvants.de ces substances. 
Les meilleurfes souches obtenues peritiettent d'obtenir 
une quantity de substances de 2% («cprim£e en poids 
de substance par poids - de produit final) 

-ayant le meilleUr pouvoir antagoniste par contact- 

■Ce proc§d^ d 1 isoleme'nt est • , cara'ct6ris6 en ce qu'il 
comprend les § tapes successives suivantes 

A - on pr£l£ve des champignons Trichoderma harzianum 
daris un endroit apprdprie, c f est-A-diire connu pour 
pouvoir contenir des ■• champignons Trichoderina harzianum 
tel que sol humide comme uri sol maralcher tfu un sol 
cultive ; 

B - on f ait croitre Ifes champignons ' de Trichoderma 
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harzianum preievgs, sur un milieu de culture geiose 
en boite de Petri a 24 °C a la lumiSre pendant 3 a 7 
jours; 

C - on prei&ve le maximum de spores de Trichoderma 
harzianum de couleur verte; 

D — on met en suspension dans l'eau ce preifrvrement 
de Trichoderma harzianum pour dissocier les spores; 

E — on determine la ou les meilleures souches parmi 
les souches dissociees par un programme de selection 
par clonage de preference realise comme suit : 

a) on effectue une culture separte de chaque spore 
dissociee sur un milieu geiose riche tel que milieu 
aux flocons d'avoine en boite de Petri; 

b) au bout de 4 8 heures , on remet en suspension la 
totalite des spores de chaque boite prise separement, 
et on a juste le titre a lO 6 spores/millilitre; 

c) on preifeve une ou plusieurs gouttes de suspension 
de souche obtenue apr&s I'etape b) que l f on lnocule 
dans l T un des milieux suivants ; 

i. un milieu geiose pauvre, par exemple a I'extrait 
de malt a 20 grammes par litre en boite de Petri et 
que 1*011 cultive a 24°C; 

ii- un milieu riche r par exemple aux flocons d r avoine 
a 30 grammes par litre r que I'on cultive a. une tempgr 
ture assez basse , par exemple de 15 a 17°C; 

iii. un milieu de croissance du parasite Botrytis 
cinerea r par exemple essentiellement a base de concen 
tre de jus de tomate r prealablement ensemence du 
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parasite lui^meme Botrytis ciriefea,. en" vue 'de. 
realiser uri essai de' pouvoir * aritagoniste piaf .contact , 
et a distance f avec culture a 24°C; 

iiii. un milieu riche, par exemple aux flocons 
d'avoine a-30 grammes par litre que l'ori cultive 
a 24°C, en vue de determiner les souches ayant la 
production la plus impoftarite de spores par unite 
de surface de milieu geiose, 

d) on observe la croissance et le compbrtemeht des 
souches a partir de 48 heures , toutes les 24 heures , 
et on lvalue selon des crit£res connus en soi la 
quality de cette croissance? 

e) on retient la ou les souches ayant obtenu la 
meilieure performance sur l f ensemble des essais de 
l f etape c) ci-dessus et produisant la plus grande 
quantity de peptides; cette souche constitue la 
souche deposee auprSs de I'Institut Pasteur comme 
nouvelle souche Trichoderma harziahum*' 1223 r egaleraent 
deposee auprSs de l'ATCC sous le N° ATCC20672: 

La presente invention concerne egalement iin : procede 
de culture de la souche ou des souches, die Trichoderma 
harzianum ainsi s§lectionn§es, et de preference de 
la souche Trichoderma harzianum 1 223 bu ATCC ' 20672 , 
caracterise en ce qu'il consiste a cultiyer la ou 
iesdites bouchfcs de Trichoderma 'harzianum, et de 
preference : Trichoderma harzianum 1223 ou ATCC N° 20672 
sur un milieu liquide, compose de constituants 
nutritifs habituel*s en fermentation, sterilemeht, en 
couches fines sur un plateau et a la lumiSre pendant 
un temps de fermentation tel' que les spores atteignent 
leur maturite? a la fin de la fermentation 9 ~ oh s£che ; 
le produit total que I 1 on broie finement et que l'on 
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tamise de raanigre a obtenir une poudre sgche et fine 
ayant de preference un diam&tre inferieur a 200 
microns, contenant les spores viables r et pouvant 
se raettre en suspension dans l»eau et etre pulv£ris6e« 

5 

Ce produit de base titre de preference au mo ins 10 10 
elements ou spores revivif iables par gramme et peut 
servir de base a des formulations diver ses. 

lO On donne ci-aprSs plusieurs exemples de cultures de 
la souche Trichoderma harzianum en reference a la 
souche deposee auprSs de l'Institut Pasteur sous le 
N° 1223 on a I'ATCC sous le N° ATCC 20672 

15 EXEMPLE 1^ * 

On prepare le milieu de culture ou de preculture 
ayant la composition suivante s 

20 glucose 40 grammes 

extrait de levure 5 grammes 

bac top ep tone 5 grammes 

NaNO^ 3 grammes 

KH 2 P0 4 1 gramme 

25 MgS0 4r 7H 2 0 o,5 gramme 

KC1 O r s gramme 

Eau demineralisee qsp 1 litre. 

Le pH naturel de ce milieu est de 5,85 et celui-ci 
30 est a juste & 4 r 8 par addition de HC1. 



On sterilise ce milieu 20 minutes a 121 °C puis on 
ensemence a partir de spores de Trichoderma harzianum 
1223 ou ATCC N° 20672 obtenues sur milieu geiose ou a 
35 . partir d r une preculture realisee dans le milieu agite 
ci-dessus deer it. 
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On . laisse. incuber & 24°C en couches minces,., sous 
lumiSre .permanente ou par intermit tence . jusqu.' a ce 
que les spores atteignent leur . maturite. 

On s§che la totality du milieu et. l f on realise le 
broyage pour obtenir une poudre sSche et fine ayant 
de preference une granulom£trie infer ieure S 200 
microns et qui contient les spores viables de Tricho- 
derma harzianum 1223 pu.ATCC N° 2Q672. 

EXEMPLE 2 



15 



20 



25 



On prepare un milieu de culture ayant la composition 
suivante : 



glucose 

KH 2 P0 4 

Ca(P0 4 H 2 ) 2 



MgSO, 



7H 2 Q 



MnS0 4# 5H 2 0 
ZnSP 4f 7H 2 P 
CuS0 4f 5H 2 0 
FeS0 4 , 7H 2 0 
KN0 3 

(NH 4 ) 2 S04 

Eau deminSralisee qsp 



5 grammes 

. 0,8 gr:amnte . 
0,2 gramme 
.0,5 gramme . 
O f 01 gramme 
0 f 01 gramme 
0,Q05 gramme 
0,001 gramme 
0,72 gramme 
2 grammes 

I.OOO millilitres. 



30 



On effectue une sterilisation de ce milieu pendant 
25 minutes, a 105°Cet.ce milieu presente alors un pH 
egaia 6. . 



35 



Ce milieu peut etre.modifie en ajoutant un certain 
taux de farine de cereale pour obtenir un milieu plus 
pateux (par exemple r fagcine.,de soja, de mals, d'orge, 
etc) • 
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Le milieu est ensemence a partir de spores de 
Trichoderma harzianum 1223 ou ATCC N° 20672 obtenues 
sur milieu geiose ou ci partir de preculture {de 
preference le milieu de I'exeirrple 1 ) en milieu 
liquide et agite. 

Apr 6s incubation a 24 °C en couches minces jusqu'a 
maturity des spores, on s&che la totality du milieu 
et 1'on realise le broyage pour obtenir une poudre 
fine ay ant de preference une granulometrie infer ieure 
a 200 microns contenant les spores viables, qui est 
facilement mise en suspension et pulverisable. 

EXEMPLE 3 

c 

On prepare le milieu de culture suivant : 

Flocons d f avoine 30 grammes 

G^lbse 20 grammes 

Eau demineralisee qsp 1 •OOO millilitres. 

Le pH ajuste avec HCl avant la sterilisation de 

20 minutes a 121°C doit etre aprSs sterilisation de 

5,5-5,7. 

Lorsque le milieu est chaud, on le repartit en couches 
minces dams des plateaux. 

AprSs refroidissement, on ensemence en surface a 
partir d'une preculture (de preference realisee avec 
le milieu de l'exemple 1) qui a ete realisee pendant 
18 heures et on laisse incuber a 24 °C avec lumifere 
par iiitermittence ou continuellement. 

Apr&s incubation jusqu'a maturite des spores, on 
racle la surface de la geiose pour recolter les 
spores formees pour realiser un sechage et un broyage 
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cbmme dans les exemples 1 6u 2 precedents* Cette . 
poudre ne contient que des spores viables de Tri- 
choderma har2iarium 1223 ou ATCC N° 20672 & ralson 
de 8. TO 10 spores viables/gramme de poudre. 

EXEMPLE 4 

On prepare un milieu de culture ayant la composi- 
tion suivante : 

Amidon de mals hydrolyse 100 grammes 

Corn steep liquide • - . 40 grammes 

Acide lac^tique " 1 gramme 

Citrate de sodium • " 0,5 gramme 

KH 2 PO^ 0,25 gramme 

NaN0 3 .0,25 gramme 

Thiamine ^ 100 gamma 

Eau d£min§ralis6e qsp 1 ,000 millilitres. 

Le pH aprfcs sterilisation de 30 minutes & 121°C 
doit etre de 4-4,2. 

Le milieu est prepare dans un ferraenteur de 15 litres 
type New Brunswick. 

L 1 amidon est hydrolyse partiellement par de 1* alpha- 
amylasie pour 6viter sa prise en masse, aprfes steri- 
lisation et refroidissement. 

Aprds sterilisation, le milieu est mis sous agitation 
et refroidi. Lorsque la temperature atteint 24 °C, le 
milieu est ensemence ci raison de 6% en poids avec une 
preculture de .18 heures d'age, qui est de preference 
realisee S partir du milieu de 1 ■ exeraple * 1 , puis 
repartie dans de larges plateaux, sur un demi-centi- 
metre d'epaisseur. Ces plateaux sont glisses dans 
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des gaines plastigues scellges a la base et bouch€es 

a 1 1 aide d 1 un coton a 1 1 autre . extr€mit€ . L ' incubation 

est faite a 24 °C sous lumiSre totale ou par intermit- 

tence r pendant 7 jours* On sSche la totality du 

milieu incub§ et on realise le broyage du produit 

sec obtenu, de pr6f€rence jusqu'a une granuloma trie 

inf^rieure a 200 microns. Le produit obtenu contient 
IO 

2.10 spores viables par gramme de poudre. 

Ainsi, les poudres obtenues dans les diff6rents 
exen^les pr§c6dents contiennent 1.10 8 a 8.10 10 spores 
par- gramme de poudre et dans le cas de l'exemple 3 
ou 4, 2.10 10 a 8.10 10 spores par gramme, de poudre . 
Ces spores sont viables et done en mesure de se 
reproduire et de multiplier leur activity. 

Cette poudre est verte, apr&s broyage et tamisage 
de granulom^trie inf&rieure a 200 microns. Cette 
poudre se met facilement en suspension dans l'eau, 
l'eau utilis£e pouvant etre de l'eau d€min£ralis£e, 
de l'eau de pluie, de l'eau de robinet r sans aucun 
problSme de germination des spores. 

La suspension ainsi pr£par£e peut etre conservfie 
2 a 3 heures sans probl^me* 

Les essais.de d£cantation effectu6s montrent qu'en 
15 minutes, le taux de d6cantation est de O a 0,5%. 

La demanderesse a pu constater d' autre part que ce 
produit obtenu est incapable d'attaquer la. cellulose 
constitutive de la paroi des v6g6taux ce qui dfimontre 
que le Trichoderma harzianum nouvellement iso!6 par 
la demanderesse est non cellulolytique. 

En effet, les organismes cellulolytiques sont pourvus 
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de deux enzymes Cl et CX. . L f enzyme CI a une action 
cellulolytique sur les plantes et cette actiVite est 
demontree par un essai fait sur la cellulose raicro- 

cristalline Avicel (marque deposee) • 

- 

Le Trichoderma harzianum 1223 oii ATCC N° 20672 ne 
produit pas ou tres peu cette enzyme Cl car il n'y 
a pas eu d'eclaircissement du milieu soumis cl essai 
de cellulose microcristalline Avicel. ■ 

Dn autre essai a Ste realisS en utilisant de la 
cellulose regenerfie., c'estr-a-dire partiellement 
cristalline, caracterisant la presence des enzymes 
Cl et CX. "il y a une activite de Trichoderma. harzianum 
1223 ou ATCC N° 20672 sur cette C€*Llulose*. ce qui 
permet de conclure 3. la presence de 1 'enzyme CX. 

D'apres ces deux essals, il apparalt done que la 
nouvelle souche de Trichoderma harzianum 1223 ou ATCC 
N° 20672 n f a que 1* activity CX et ne produira 
done pas de degats sur les vegetaux sur lesquels elle 
devra etre appliquee pour agir contre les parasites 
selon .les applications' qui seront explicitees plus 
loin,. 

D 1 autre part, la presente invention concerne egalement 
divers procSdes d» extraction des spores produites 
par Trichoderma harzianum 1223 ou ATCC N° 20 672 
pour en isoler les peptides ou d'autres substances 
actives. Le procede d'isolement des peptides . comprend 
les etapes success ives suivantes: 

a), introduire. les spores de culture de Trichoderma 
harzianum 1223 ou ATCC N° 2Q 672 de. preference 
obtenues a partir de I'un quelconque des exemples 
1 a -4 precedents, dans de 1 "acetone pour y dissoudre 
la partie soluble des spores et obtenir apres 
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evaporation de l c acetone un extrait brut* 

(Cette premifere extraction de spores est plus com- 
plete & l'ethanol mais les extraits obtenus sont plus 
complexes que par extraction & 1 B acetone et done I'ace- 
5 tone a ete de preference retenue) . 

b) Soumettre cet extrait brut & au mo ins une 
etape d 1 extraction par 1 T ether pour en recueillir la 
fraction insoluble. " La feactjon soluble est egalement recueillie car 
TO li a ete determine qu'elle est active centre les chanplgnons para- 
sites tels que Botrytis cinerea . . La Demanderesse a isoie 
la substance principale responsable de cette activite, 
qui a ete identifiee par les exfemens de ses spectres 
RMN et de masse corame s'agissant de la pentyl-6 pyrone-2. 
15 Cette substance est nouvelle et fait partie integrante 

de 1" invention. Divers procedes specif iques d f extraction 
de la pentyl-6 pyrone~2 seront decrits plus loin en refe- 
rence 1 ' exemple 11. 

20 c) Extraire cette fraction insoluble dans 1* ether 

au methanol pour en recueillir la fraction soluble. La 
fraction insoluble contient du mannitol ne presentant 
pas d 1 activite pour 1 1 application de lutte biologique. 

25 d) Chromatographier la fraction soluble dans le 

methanol pour en repueillir la ou les fractions de tete 
ou fractions lourdes qui contiennent essentiellement les 
peptides recherches qui sont nouveaux et qui sont denom- 
mes par la Demanderesse du nom nouveau de Tr ichor zianines, 

30 Ces substances sont actives pour l f application de lutte 
biologique envisag6e comme cela sera demontre plus loin. 



La derniSre etape d 1 extraction par chroraatographie 
pour separer les peptides peut etre realisee sur colonne 
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sephadex LH20 qui par eiutibn par du 

methanol perinet d'obtenir eh tete de colomie 
une fraction qui par spectromgtrie dans i'infrarouge 
prfisente uhe absorption a V 650 cm" -.qui est la fre- 
quence de vibration de la liaison peptidique et qui 
demon tre la presence de peptides . ... 

pour suivre dUrant l 1 extraction et la purification 
l'activite des differentes fractions, la Demanderesse 
a utilise le test suivant : 

- dans 10 millimetres- de milieu gelbse a 45°C tel 
que PDA (pomme de terre-'-dextrose-agar) ou malt agar , 
on ajoute l'extrait a tester- c ' ; 

Apr Ss agitation, ce milieu est verse dans une bpite 
de Petri de 5 cm de diametre . >prSs ref iroidissement , une 
pastille preievee dans une culture de Botrytis cinerea 
en bolte de Petri est deposes au centre. 

Des boltes temoins sont faites en parallSle dans 
lesquelles la meme quantite de solvant pur a ete intro- 
duite pour etre certain que la croissance ae Botrytis 
cinerea petit se f aire sans inconvenient. 

(Le methanol est toxique pour la croissance de Botry 
tis cinerea, 1 'utilisation de' 1' fithariol est possible 
en.faibles quantltes ; par contre 1« acetone n'a aucun 
effet sur la croissance) . 

L- evolution des cultures est mesur6e journellement. 



Un exemple d« extraction des peptides ou. Trichorziani 
nes a partir des spores de Trichorderraa harzianum 1223 
ou ATCC n° 20672 est donne ci-aprSs. . 
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. EXEMPLE 5 

Exemple , d ' extraction des Tr ichor zianines gl par - 
tir des spores de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC 
n° 20672 

On extrait 1 Kg de spores obtenues partir de 
1' exemple. 3 r par 4 litres d 1 acetone pendant 24 heures 
deux fois consecutivement. On obtient une huile jaune 
doree aprSs concentration des extraits acetoniques. Dans 
certa"ins cas f une extraction complement aire a I'ethanol 
a ete realisee ( deux fbis aumoins. 48 heures) ; l r extrait 
obtenu est alors traits de la meme fagon que l 1 extrait 
ac^tonigue. 

On reprend cette huile dans Pother / ce qui 
donne une : fraction polair e insoluble dans 1 f ether et 
une fraction apolaire soluble dans 1* ether. 

La. fraction apolaire (55 grammes) soluble dans 
l 1 ether, est constitute principalement d'acides gras, 
de sterols et de pentyl-6 pyrone 2. Gette pentyl-6 
pyrone 2 est responsable de l'odeur fruit^e des spores 
et la Demanderesse a pu verifier qu'elle presente une 
activity vis-E-vis des champignons parasites et en par- 
ticulier vis-E-vis de Botrytis cinerea, L 1 extraction 
. de la pentyl-6 pyrone-2 et la detection de son activity 
feront l'objet des exemples 11 et 12. 

. . La .fraction polaire (14 grammes) insoluble dans 
1' tther presente une activity puissante contre Botrytis 
cinerea. Cette fraction insoluble dans 1' ether est re- 
prise dans le methanol, ce qui permet d'eiiminer dans 
la fraction insoluble, des sucr^s, en particulier le 
mannitol, polyol frequent dans les champignons. 
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La fraction Insoluble dans le methanol est soumise; 
ft un f ractibrmement' selbri : la masse m6l€culaire en 
. la passant sur colonne Sephadex LH20 avec comma Sluant 
le methanol cbnf ormfement k la dernidrfe etape d'extrac- 
5 t ion par chromatographic pr£cit6ei. Le passage sur Se- 
phadex LH20 <:bristitue tine filtration star uh gel de 
dextrane r£ticul£* " 

Les'premidres molSctiles ^luSes sont les plus grosses 
10 et sont actives eft il s v agit naturellement' des nouvelles 
Tr ictor zianines formant partie intggrante de 1 1 invention. 

Etude de la fraction peptldique 

c ■ 

15 1° ) Si on examine cette fraction en chromatographic 

en couche mince (gel de silice, solvarit n-butanol/ ' 
ac€tonW/eau, 60/20/ 20 en volume^ / on obtient trois 
taches d£nomra£es TCZitO, TCZ 11, TCZ 13. 

20 La t ache TCZ 11 , petit etre r£v£iee par observation 

de la plague en lumiSre ultravioletfte (250 nm) . La pul- 
verisation d'acide sulfur ique concentre sur le chroma- 
togramme r£v£le a fro id TCZ 11 qui apparalt eii jaurie 
citron et 6met tone fluorescence jaune sous une lumi^re 

25 UV (366 nm) • Le chauffage de la plaque prbvbque un 

changement de couleur de la tache qui vire au violet, 
tandis qu* apparalt uhe coloration brune pour TCZ 1Q„ 

2°) Si l'on realise une chromatographic preparative 
30 des peptides bruts sur colonne de gel de silice (€luant 
CH 2 Cl 2 . f CH 3 OH f H 2 0 <65/24/4.en volume), la fraction TCZ 13 
trfes minor itaire est §lu£e . eh tete suivie de TCZ 11 et 
TCZ TO. • 



35 La fraction la plus active vis-a-vis de Botrytis 

cinerea est TCZ 11, la faible' activity de TCZ 10 semblant 
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etre due a une contamination par TCZ 11-- 

TCZ 10 a une masse mol£culaire assez €lev£e, c'est 
un produit polaire, mais une hydrolyse acide qui conduit 
a sa degradation ne fait pas apparaitre d f acides amin§s. 
Une analyse plus pouss6e a montrS que TCZ 10 6tait une 
l^cithine. 

La Demanderesse s'est int6ress£e plus a fond a 
la fraction TCZ 11 majoritaire et. trSs active. 

Afin de determiner s'.il s'agissait d'un peptide 
unique ou d'un melange, TCZ 11 a et£ analyst par chro- 
matographic sur plaque de gel de silice greff £e (plaque 
Whatman 200 KC18, 61uant en methanol, eau 95/5 en 
volume). On obtient deux t aches d f intensity diff6rente, 
mais de meme aspect avec les reactifs de revelation i 

TCZ 11 A, comme constituant majoritaire avec une 
valeur Rf egale I 0,60 

TCZ 11£ avec comme Rf : 0,73* 

lies revelations des plaques peuvent faites.de 
plusieurs. f a£ons : 

- so it par observation de la plaque en lumiSre 
ultraviplette : legSre absorption qui donne une tache 
plus sombre/ 

- soit par pulv6risation.de ninhydrine dans l f e- 
thanol puis pulverisation ensuite d' acide sulfur ique 
concentre. 

Les TCZ 11 donnent a froid une coloration jaune 
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stable a la lumiSre. La fraction TCZ 11 compl&te a 6t6 
soumise ^ une hydroiyse acide (HC16N, 24 heiures 110°C) 
qui la decompose eri une. sferie d , amino-acides dont la plu- 
part ont £t£. determines par chromatographic siir plaque 
5 en couche mince. Le resultat de cette chromatographie 
fait l f ob jet de la figure n° 1 annexee. L'Sluant est 
constitufi par le melange butane 1/ acide. acetique/eau 
(60/20/20 volume/volume) . On peut coiistater. a partir 
. des resultats de cette chromatographie qu£ l T hydrolyse 
lO acide montre la presence de valine,, leucine, acide 

glutamique, Proline, Alanine, acide alpha-aminoisobuty- 
rique (AIB) , Phenylalanine! (PHEOIO 

II est c k noter que les produits isoies seldn la 
1 5 presente invention .sur chroma tograpfiie en couche mince 
de gel de silibe/avec co'mme 61uant le syst&me BAE pre- 
cite avec corarae rapport volumique 60/20/20 se diffe- 
rencient d'un peptide isoie par la f irrae amSricaine 
UPJHOHN :l*alamethicine qui ne forme aucune coloration 
20 avec le r6actif de revelation chdisi et d#jS citfi 
(ninhydrine puis acide sulfurique concentre) . 

Cette difference a ete verifi6e dans d'autres syst£me 
de chromatographic. 

25 « ■•■ " - • *• 

En resume, si on est parti de 4 3 grammes de. 
peptides bruts . (obtenus a partir de 2000 grammes de 
spores) . les differentes fractions obtenues par cette 
chromatographie separative sent les suivantes--: 
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Fractions : 


Folds obbeniis (g) 


TCZ 13 : 


> 0,89 


TCZ 13 + TCZ 11A : 


; 2,61 


TCZ 1.1 A . - ■: 


: 5,06 


TCZ 11A + LfeitiilJie : 


i 15,66 


TCZ 11A + TCZ HB-Hi&ftiiie ; 


i 3 r 90 


TCZ 11B + L6cittiine ; 


\ 13,50 







Tableau 1 - Folds des fractions obteniies an oours de la 
ediioniaLographle preparative sur colonne de 
. 43 g de peptides hruts <bB 197) (SiO-,.OCH). 



La fraction TCZ .11 A peut etre s6par6 de TCZ 11B 
par chromatographic sur colonne d'alumine (Sluant €tha- 
nol a 95 %) . 

TCZ 11B et la 16cithine peuvent. etre s£par6s sur 
colonne de silice (61uant acetone avec des proportions 
croissantes de methanol 80/20 jusqu'a 50/50) . 

. De cette faijon, .la fraction peptidique brute a 
pu etre d£compos£e en guatre fractions . z TCZ 13, TCZ 11A f 
TCZ 11B, TCZ 10 (lecithine) dont les poids sont donn6s 
dans le tableau suivant z 
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lO 



TCZ 13 



TCZ 11 A 
TCZ 1 TB 
TCZ 10 



: Po ids es times' 

(g ) .... 



20 
TO 
10 



0 

: )'''•' 
: ) 

) 

) 
) 
) 

..,•)' 
) 

} v 
) . 

— -) • 
) 
) 

) 



15 Ainsi, .le premier fractionnement des peptides bruts 

est recap itule -schematiquement a - la par tie I du tableau 
donne en fin de description,, page 49 ., ' 
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Etant donhe que la fraction TCZ -11 A est :1a. fraction 
major itaire et la fraction de loin la plus active, celle 
ci a €t€ 6tudi6e- d'une f aeon -plus approfondie. 

3" ) Analyse de la structure de la fraction TCZ 11A 

La fraction TCZ 11A a pu etre obtenue ai'etat 
cristallin en utilisant comme solvent de cristallisa- 1 ' 
tion un melange. ac£tonitrile et eau (80/20 en rapport 
voluraique) . Son point de fusion, est de.251-252°C. 



30 



La nature peptidique de ce compose a €t£ demontree 
par 1 1 analyse de son; spectre d* absorption dans . 1 ' infra- 
rouge et par son hydrolyse en milieu acide donnant des 
acides amines. • 



35 



Dans 1 but de verifier son unicite, des essais de 
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chromatographie haute performance ou haute press ion 
(HPLC) ont. St6 r£alis£s et ont raontr£ que la fraction 
TCZ 11A £tait en fait composge de plusieurs peptides. 

Ainsi, aprds de multiples essais T les conditions 
convenables d'HPLC ont pu. etre dgfinies, en choisissant 
pour phase stationnaire une silice trds .fine gref f 6e 
par des. hydrocarbures en C 18. (microbondapak C18 denomi- 
nation co mmme r c iale ) et en utilisant cpnmie €luant r un 
melange 6thanol-eau (65/35) bu m£thano.l-eau (78/22) 

L'appareil utilis§ est un chromatographe Waters r 
et les peptides £lu6s : ont €t£ d6tect6s i. 225 nm a l*aide 
d'un d£tecteur UV variable Waters M450. 

Le chrbmatogramme obtenu avec la fraction TCZ 11A 
fait I'objet de la figure 2 et met en Evidence les dif- 
f brents peptides composant la fraction TCZ 11 A. Ces 
peptides sont num6rotSs de I a VII selon l f ordre de 
sortie de la colonne. Le d^bit de la colonne HPLC est 
de 2ml/mn (colonne micrpbondapak CIS ; 0,39 x 30 cm r 
granulom£trie 9 microns, concentration de 1 * Schantillon 
SO mg/ml de. methanol) > Ppur faciliter. et accSlSrer la 
purification par HPLC des diff brents peptides de TCZ 11 A, 
une pr£s£paration" a 6t6 r6alis§e sur le melange TCZ 11A 
par chromatographie a pression normale, en utilisant une 
grande colonne de gel de silice (systSme €luant CH 2 ci 2 

-CH 3 0H- H 2 0 65/24/4). En operant sur les fractions 
ainsi enrichies f des HPLC intensives avec le melange 
ethanol-eau (65/35) comae filuant, de petites quantit6s 
de TCSf 11 Alii # TCZ 11 ATV, TCZ1 1 AVI, TCZ 11 AVII 

(peptides' major itaires) ont 6t£ Isoldes et une analyse 
structurale a £t£ entreprise particuliSrement pour 

TCZ H\ Mil, TCZ 11 A VI et TCZ 11 A VTE. Toutes ces fractions 

font partie intggrante de 1" invention. 
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La composition en ac ides amines de <ces peptides 
a et€ determinee apr£s hydro lyse to tale par HCl 6 N a . 
110°C pendant 24 heures et 48 heures. Les compositions 
dbtehues sont consignees dans le tableau III ci-apr$s (P 38} • 

5 , . . • . • . • \ • •' . • ■ , ' " . . 

Des spectres RMN du proton et du carbpne 13 x>nt 
6t§ obtenue. pour" ces quatre peptides et montrent quails 
peuvent se rSpartir en deux groupes selon 'qu'ils con-. 
tiennent dutryptoj*iarK?l . (TCZ .11. AIII/ TCZ .11 AIV) ou 
10 ' du phenylalaninol (TCZ. 11 , AVI et TCZ 11 A VIE) . Le . 
spectre realise* en RMN ^H* a 80 MHa de la fraction VI 
du. chromatxi^ainme de la figure 2 dans CD3OD fait l'dbjet 
de la figure 3 et montre l f absence de . t£yptophanol. 

15 Le. spectre RMN realise dans les meraes conditions' de 

la fraction IV fait l/objet de la figure 4 -et celui. de 
la fraction VII fait Vobjet de Ma figure 5, ce dernier 
ftant realise en RMN 13 C S 20,1 MHz-CD 3 0P 12 C.; + 

20 Enfin,.ia figure. 6 cpncerne le spectre de RMN S 

2G,1 MHz en 13 C . et dans CD3QD 12 C de ; la fraction III 
majoritaire ; la region des. CO qui ;- fait, apparaitre 
les 22 carboriyles de la molecule est mise.en evidence sur 
la figure 7. La figure -8 concerne le spectre de RMN^H 

25 de la fraction. Ill majoritaire ou fraction. ?QZ 11 A ill 
de la region des NH .qui. fait apparaitre les fonctions . 
NH de la molecule {conditions d 1 experience 400 MHZ, . 
^dans CD 3 OH) / .. "... 

30 La compiexite ar>r>rmale ides signaux de RMN, ainsi 

que les. valeurs quantitative^ de I'hydrolyae peu satis- 
faisantes de ces. peptides , am&ne a ;douter ; de la purete 
des p.roduits. *. . : 

35 Les Schantiilons sont done chromatographics a nou- 
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veau par'HPLC. Les conditions retenue's sont : phase 
stationnaire SiO^ Sluant CH—Cl^ Et °H 70/30 en 
rapport volumiqUe . 

Diie analyse rfialisgfe dans ces conditions montre 

que *■•*•■■. 

- TCZ 11 A Ulest decompose en 2 peptides tr&s mino- 
ritaires TCZ -11 A III A et TCZ 11 AIIIBet un peptide 
majoritaire TCZ 11 A III C ; 

-'que la fraction TCZ 11 A IV Stait d€coinpos6 en 
.trois peptides : TCZ 11 A IV A TCZ 11 A TV B ; et 
TCZ 11 A IV C. 

Ii a fraction TCZ 11 A VI a 6t€ decompose ^galement 
en trois peptides : TCZ 11 A VI A ; TCZ 1 1 A VI B ; et 
TCZ 11 A VI C. i 

A la partiell du tableau donng en fin de description 
page 49 . , on. a r6capitul€ le schema final de l f extrac- 
tion des peptides ci-dessus. ' 

En operant a nouveau des chromatographies prepara- 
tives HPLC dans les nouvelles conditions (Si0 2 ; CH 2 C1 2 - 
ETOH) la Demanderesse a pu obtenir de petites quan- 
tity de Trichorziariines TCZ 11 A III C ; TCZ 11 A VI A, 
TCZ 11 A VI B. 

La 'sequence des peptides 6u Tr ichor zianines TCZ 11 
A III C ? TCZ 11 A VI A ; TCZ 11 A VI B ; et TCZ 11 A VII 
a 6te d£termin€e- en s'appuyaivfc sur leurs 'spectres de 
masse et RMN a haut champ (500 MHz) et en utilisant une 
nouvelle technique de RMN a deux dimensions. 
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A - §truc ture^de^la^Tr ichor zi^ine^TCZ^liJ^ J^II_C 

La Trichorzianine TCZ 11 A. IDE C est un solide inco- 
lore cristailisg fondant a 253-25G*C optiqueiuent actif 
( c< ) 22 = -23° • \" " 

Sa composition en abides amiriSs a €t6 dStermln6e 
par chromatographic fet analyse des produits de son 
hydrolyse. 

Le spectre d* absorption ultravioieti^ de ce peptide 

donne { ^Al--"«-5? H ■* 284 nm, £-= 5 400) et est . 

■ . -s EtOH * 

trds proche de" "Cfelui du tryptophane ( yH^ « 284 nm 

^« * m ax 

fc- = 5 500) . .•*: ; 

li* absence de reaction ayec la ninhydrine a oblige Si 
la Demanderesse & verifier la nature et le nombre des 
aminoacides iriclus dans la Trichorzianine TCZ 11 A III C 
par une autre mSthode : la r§sonnance magn§tique nu- 
20 cl€aire du proton (RMN H ) >. 2l haut champ (400. MHz) , et 
celle du carbone 13 (RMN k 100 # 6 MHz, qui font 

. l'objet respectivement des figures 9 et 10. 

1 ' 13 

L * analyse de ces . spectres de RMN de f H et du C 
25 de la Trichorzianine critallis€e et purif i^e a§homm§e, 
TCZ 11 A III C perraet de la dfif inir comme cqmposSe ^ie : 

- un groupe acStyle. terminal CH^CO 7. 
30 - dix aminoacides possSdant un CH cA z '■• 

- 2Ala-1Val-U,eu-1.Ile-Ser-1Pro-3Gln ; 

- huit aminoacides dont le C est quaternaire. : . . 
.35 \ 

(8AIB jnagthylaianine) .? 
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uri alcool aming terminal : le tryptophanol. 

La composition ainsi d£f inie implique .comme formule 
brute : C 9i H f 49 N 2 3°24 soit une masse molgculaire de 
5 1 948 et un ion molgculaire a 1 947 daltons. L f analyse 
des principaux fragments est donnS dans le tableau IV 
avec ceux des autres Trichorzianines<. La partie de 
fragment principale Nop (de l T ac6tyle N terminal a la pro 
line) donne des fragmentations qui sont designees par 

lO N dans le tableau ly. La partie ou fragment Cop appa- 

rait a m/z 841 apr&s capture d'uii atome d'hydrogSne et 
g6n£re la famille d* ions-fragments signal£s par C dans 
le 'tableau L* ensemble permet de proposer pour la 
Trichorzianine TCZ A III C les fragments de sequence 

15. complgmentaires. suivants : 

Nop III i Ac Aib Ala Ala Aib Alb Gin Alb Aib Alb SerfEeu Alb 

{lie 

Cop III s Pr o Val Aibille Gin Gin Erpol 

(Leu 

Les valeurs des d£placements chimiques des protons 
dans le spectre de RMN. ^ de TCZ A III C (solution dans 
le DMSO) sont consignees dans le tableau V. 

Les mesures de RMN des effets Overhauser nucl§aires 
ont permis de verifier les hypotheses de sequence d6cou- 
lant de l r analyse du spectre de masse et de completer ces 
rSsultats en permettant la distinction entre les amino- 
acides isobares (Leu-Ile) . 

El les font apparaltre les Pigments de sequence sui- 
vants r : • . . « 

-Ile-Gln-Gln-Trpol 



20 



25 



30 



35 
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Ser^Leu- 
Pro-Val- 
Ala-Ala- 



5 Ces r§sultats perraettent de. lever I'ambigvdtg Leu-IIe 

et de confirmer les positions-*! 7 \et -18 de deux glutiamines , 



0124388' 



-26- 



TCZ A 


IIIc 




TC2A 


VII 




TCZ A 


Via 




TCZ A VIb 


m/n 


S€t 


or 

SO 


m/n 


Ser 


% 


m/n 


Ser 


% 


m/n 


Ser 


IK 
iO 




N 


17 


1122 


N 


19 


1122 


N 


7 


1108 


N 


4 




Kf ' 


J. 


1 0"Z~7 ' 


N 


0,4 








1023 


N 


0,4 


Q1 ft- 


Kl 
N 


4 


924 


N' 


• • 4* 


924 


N' 


2 


910 


N 


2 


D/i 1 

o41 


L 


22 






















N 


IX 


837 


N 


19 


837 


N 


10 


823 


N 


9 








802 


C 


24 


816 


C 


14 


802 


C 


9 


7 jo 


LI 

N 


11 


752 


N 


15 


752 


N 


10 


738 


N 


11 


£>!>.> 


N 


16 


667 


N 


19 


667 


N 


14 


653 


N 


16 




L 


3 


651 


C 


3 


665 


C 


1 


651 


C 


1 




LI 


• 3 


582 


N 


4 


582 


N 


1,5 


568 


N 


2 




L 




Col 

523 


C 


4 


537 


f? 


1,5 


523 


C 


1 


4^4 




12 


454 


N 


81 


454 


N 


37 


454 




8 


A Art 
44U 


N 


39 


440 




6 








440 


N 


42 


/.no 

4Zo 




23 


410 




2 


424 




1 








/■in 

4JLU 




c 


a no 

408 




3 


409 


C 


1 


410 




1 




p 

L. 


o 




C 


4 








toe 

395 


C 


1 


joy 


Kl 


46 


35!> 


N 


100 


355 


N 


68 


355 


N 


83 


-/u / 






->J-3 




7 








299 




, 8 


282 


c 


28 


282 


C 


17 


296 


C 


8 


282 


C 


11 


270 


N 


44 


270 


N 


87 


270 


N 


77 


270 


N 


98 


232 




43 


228 




7 


228 




7 


242 




9 


215 




60 


214 




5 








228 




6 


202 




55 








211 


C 


8 


214 




7 


199 


N 


70 


199 


N 


56 


199 


N 


100 


199 


N 


100 


197 


C 


44 


197 


C 


8 


155 




12 


197 


C 


8 


128 


N 


55 


128 


N 


56 


128 


N 


67 


128 


N 


68 


93 




100 








100 




56 


100 




52 



Tableau IV -Principaux fragments observes dans les spectres de 
masse des TrichorziantnesXes deux families de fragments derivant 
des oligopeptides Nop et Cop sont designees par les lettres N et C* 
Les intensity sont donn£es en % du pic de base. 
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Sppra allure (JHz) Attrib ut ion 


A nom 


allure(J Hz) 


Attribution 


8,84 


s 


NH indole 


4,760 


dd (5,5.et 7,0) 


OH 


Ser 


8,539 


s 1 • 


NH ? Aib 


4; 597 . 


t (6,0) 


OH 


Trpol. 


8,242 


d (5,5) 


NH Ala 


4:301 


m 




Leu 


7,946 


s .. 


NH Aib 


4,262 • 


t (7,7) 




Pro 


7,847 


s 


NH Aib 


4,123 


ddd (9,2-8,0^4,8) H«* 


Gln-1 


7,831 


s 


NH Aib 


4,03 . 




Hot 


Ser • 


7,785 


s 


NH Aib 


4,03 


n>. . 




Ala 


7,744 


d <4,B) 


W Ser . - 


4,03 


• m> 




Ala 


7 , 744 


a \3) 


NH bin--? 


4,03 ... 


,m . 




Gln-2 


7 , 724 




NH Ala 


J , ^Jt- 


. ta 




Trpol 


7,698 


d<6,6) 


NH Gln-2 


3,919 




«■< 


ileu 


7,S85 


d 


NH Leu 


3,B15 


t (7,3) 


H* 


Val 


7,685 


d 


JslH -Val 


3,79 


m ' 


*K 


Gin-3 


7,595 


TO 


Ar Trpol 


3,79 




H B 


Ser 


7, 579 


s 


NH Aib : 


3,79 


ro 




. Ser 


7,541 


s 


NH Aib ' 


.3,700 


ra 




Pro ' 


7,517 


d (8,0) 


Vfti Gln-1 


3,562 


■m 




Pro 


7,472 


s 


NH Aib 


3,415 


m" 


CH20 Trpol 


7*296 


dd 


At Trpol 


3,350 


m 


CH20 Trpol : 


7,272 


d (8,4) 


NH Trpol 


2,94 




CH^r Trpol 


7,166 


d (7,2) 


NH lie 


2,76 




CHjAr 


Trpol 


7,146 


a "2eONH2 Gin 


1,941 


8 


CH 3 


Ac 


7,127 


d (2,4) 


Ar Trpol 


1,499 6 1350 16 s 


CH3 (8 Aib) J 


7,081 


s CONHz Gin 


l,35o 


d (7^3) \ 


CH 3 


Ala 


7,032 


: : m 


At Trpol 


i,324 


d (7,3) ; 


chj 


Ala 


6,951 


m 


Ar. Trpoi 


0,964 


d (6,6) : 


CH 3 


Val 


6,720 


-■.8 2C0NHi;Gln 


.0,902 


. d <6,8) ' 


CH3 


Ual 


6,609 


s C0NH2 Gin 


.13,869 


d {6,8 > 


CH 3 


lie 








0*847 


d {6,4} 


EHj 


Leu 










• t (7,4) 


CH3 


lie 








"0,785 


d <6,4) 


CH3 


Leu 



Tableau V - Spectre, de -RUN. hi 50MS0-d6 ; 500,13 Mhz) de TCZ' A III C 
(s : eingulet, d !: doublet ,-t : triplet, m. : muitiplet) 
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La sequence proposfie pour la nouvelle Trichorzia- 
nine de la prgsente Invention TCZ A III C est done la 
suivante : 

Ac Alb Ala Ala Aib. Aib Gin Aib Aib Aib Ser Leu Alb ProV&l Alb lie 
Gin Gin Trpol 

B - 1*;teucti^e_de_lajrr^^ 

La acraposition en amlno-acddes de TCZ A VII a 6t£ d§f Inle 

oonne z Aib (8) , Gin (3), Ala (2), Val (1>, Iva (1), 

Leu (1), lie (1), Pro (1) et Ser (1), a la suite de 

1* analyse -des acides amines obtenus par hydro lyse to- 

tale et de l f examen du spectre de £MN H, le. groupe N 

terminal est ac£tyl£ et le r€sidu C terminal est le 

pb&iylalaninol . Les groupes CONH^/des trois glutamines 

1 

ont €t£ rep&c6s dans le spectre de RMN H. 

Le spectre de masse de TCZ A VII fait apparaltre 
1'ion molgculaire a m/z 1922 correspondant & la for- 
mule brute C gi H 152 N 22 0 24 ^ Les principaux f ragme nts ob- 
serves (Tabl.IV col. 2) se rfipartissent en deux fa- 
milies (notees N et C dans le tableau.) . et corres- 
pondent aux fragmentations des deux oligopeptides ( 
Nop VII et CopVTI produits par la coupure au niveau 
de la proline • lis permettent de. proposer , pour ces 
deux oligopeptides, les sequences , suivantes z 



Nop VTI : Ac Aib Ala Ala AibfTva Gin Aib iibAib ServLeu Aib 



Albftva Gin Aib iibAib ServLeu 1 
: (yal (lie | 



Cop VII s ProfVal AibjTle Gin Gin Ph€ol 
nCva [Leu 



Pour lever les ambigult^s Val-Tva d'une part et Leu- 
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lie, d ■ autre part , et pour verif ier la sequence de Cop 
VII f nous avons effectug une hydrolyse spgcif ique de 
TCZ 11 AVIIau niveau de la. proline et 6tudi6 les. produits 
formes i: 

L 1 hydrolyse a €t£- rgalisfie par l'acide trifluroacS- 
tique & 37°C pendant 24 h et les deux oligopeptides 
formes (-Nop VII et Cop VII) ont St€ sSparSs par chro- 
matographic. . 
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PP m allure ( Hz) attribution 





8,48 . 


<3 C8,7) 


NH 


v ex. i. 


5 


8,34 


s 








7,99 


d f7,3) 


NH 


vtJLII I 




7,70 


d ( 8 . i i 


Mil 


pi _ «-> 




7,54 


el (8,5) 




iriltf vJ JL. 




7,34 - 


d (7,5) 


NTT 


lie 


10 


7,32 


s flarcre) 


CONK 






7,20 


massif 


Air 


XT 11 tiW_I_ 




7,15 ' 


S /la "TTT^ ^ 


v— WIN 11 2 


bin 




6,82 


C / T fty/ra \ 

«» v loiye j 




Gin 




6,69 


s flarcre \ 




pi 
uin 


15 


4,30 




H 


Val 




4,20 


dd (8#0-6rO) 


H 






4,14 


m 




tor -HI 




4,14 


m 








4,10 


dd (7 r 5-7, 0) 


H 




20 


3,88 


m 








3,31 


m 


CH 2 0 


Pheol 




3,16 


m 


CH„ 
2 


Pro 




2,84 


m 


CH 2 


Pheol 




2,62 


m 


CH 2 


Pheol 


25 


2, 3-1, 4 


m 








1,39 


s 


CH 3 


Aib 




1,33 


s 


CH 3 


Aib 




1,09 


m 


CH 


lie 




O r 90 


d (6,8) 


CH 3 


Val 


30 


0,85 


d (6,8) 


CH 3 


Val 




0,81 


d (7,0) 


CH 3 


He 




0,79 


t (7,5) 


CH, 


lie 
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Tableau VI - Spectre de RMN 1 H (DMSO-d- ; 500,13 MHz) 
de Cop VII. 
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Cop VII est ais€ment jrepSrg^en chroma tographie sur 
couche . mince . : grelce a son rfisldu ph€nylalaninol f aro- 
raatique, il absorbs la lumiSre UV et donne une colora- 
tion jaune avec la ninhydrine puisque le. rgsidu N ter- 
minal est la proline. 

Son spectre de masse fait apparaltre un ion pseudo- 
it. * 

molgculaire (M+H) a m/z 802 est une fragmentation en. 
accord avec la sequence propos^e : 



197 282 395 523 651 801 
Pro-fval- Aib- f lie- Gin- Gin- Ph€ol 
(^Iva \Leu 



15 Le spectre de RMN 1 H de Cop VI J (.cf- Tabl. VI et 

Eig.11) montre la presence du Ph€ol, d'une Pro, d'un 
Aib, de 2 Gin, d'une Val et d*une lie. Ces memes acides 
amines sont repSr^s. dans le chromatrogramme r€alis§ sur 
le produit de l^ydrolyse totale de Cop VII. 



Ii'isbvaline et la leucine identifies dans la com- 
position de TCZ 11 AVTT ne sont pas retrouv^es dans Cop VII 
et doivent, de ce fait, etre situSes dans 1* oligopepti- 
de compl6mentaire Nop VII ♦ 

La mesure des effets NOE eri RMN 1 H (Fig. 12) pour 
Cop VII a permis.de d^finir trois enchainements : 

Pro-Val-Aib- 4 
. Aib-Ile-Gln et -Gln-Pheol 



La sequence de Cop VTI est done ,: 
Pro-Val-Aib-Ile-Gln-Gln-Ph6ol 

Le fragment Nop VII est plus difficile a isoler et 
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purifier. En effet, il ne poss&de aucun groupemcnt 
r€actif et n f absorbe pas la lumiSre UV £tant constitu§ 
uniquement de r§sidus aliphatiques . 

La seule mSthode de detection qui se so it r6v£l£e 
efficace a consist© a pulveriser une solution d'anisal- 
dghyde et d'acide sulfur ique dans l'acide acStique sur 
la plaque chromatographique. Apr&s chauffage elle se 
colore en violet et Nop apparalt sous forme d f une tache 
blanchatre* 

Son analyse en spectromStrie de masse a confirms la 
sequence propos€e : 

€ 

128 199 270 355 454 582 667 752 837 
Ac Aib Ala Ala Aib Iva Gin Aib Aib Aib Ser Leu Aib 

I 2 3 4 5 6 7 -8 9 10 11. 12 

L 'ensemble de ces rSsultats permet de proposer pour 
TCZ 1 1 A VII la sequence suivante : 

Ac Aib Ala Ala Alb Iva C^n Aib. Alb Alb Ser Leu Aib Pro Val Aib He 
Gin Gin Hu§Dl 

C - g^^ct^e_de_la^trlchorzian^e_TCZ 11 JA VI_A 

1 _ 
Le spectre de RMN H (cf . - Tabl. VII et Fig. -13 de ce 

peptide met en evidence 18 amino-acides z 

Aib (7), Ala (2) , Leu (2) r lie ( 1) r Iva (1) r Pro (1), Ser (1) et 
Gin (3). 

II fait apparaltre la presence d'un groupe acStyle 
(CH^CO) fixS sur le rfisidu N terminal et celle d'un r6- 
sidu phenylalaninol. 
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Eri fait, le spectre est tr6s seaiblahle a celui de 
TCZ 11 A VII a deux exceptions pr&s :" le rgsidu Val 
n'est pas retrouvg et.un deuxi&iae rgsidu Leu .est 
observe (Fig. 14). 

La spectromgtrie de masse d£finit 1 1 ion : mol£culaire 
a m/z 193.6 (formule brute : C 91 H 15 2 N 22 0 24) . 

La sequence de TCZ 11 A VI A peut etre d§duite de 
I'exaraen des fragmentations en spectrom^trie "de masse 
(Tabl. IV, col. 3) . 

En effet, on retrouve a nouveau les families de 
fragments. Nop et Gop dSja signaled^. 

La f araille Nop Via est identigue a celle de Nop VII 
observSe dans la fragmentation de la Tr ichor ziaiiine 
TCZ 11 A VII et est initi€e a m/z 1122. Nop (Via est done 
identique a Nop VII. 
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ppm allure ( Hz) attribution 





4,482 


dd 


(3,6-11,5) 


H 


Leu-1 


5 


4,335 


t 


(8,1) 


H 


Pro 




4,188 


dd 


(3,2-6,7) 


H 


Ser 




4,176 


dd 


(6,0-9,0) 


H 


Gln-1 




4,166 


q 


(7,3) 


H 


Ala-1 




4,131 


in 


(5,3) 


H 


Phgol 


10 


4,089 


dd 
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m 
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Pro 
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H 
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Pro 
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Tableau VII- Spectre de M«J H (500,13 MHz ; CD.0D) de TC3 11 A VI A 
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Nop Via : Ac Mb Ala Ala Alb Iva Gin Aib Aib Aib Ser Leu Alb 

.La familie Cop Via initige a m/z 816 "est dgcalSe de 
+14 unites de masse pour l f ensemble des fragments ob- 
serves par rapport a ceux de Cpp VII. Ceci est expliqug 
par le remplacement de la valine de Cop VII par 'la leu- 
cine suppl&aentaire dans le cas de Cop via r en accord 
avec les rgsultats :de la RMN» La sequence de Cop Via est 
done : *..■■■:. J ■ 

211 286 409 537 665 816 
Pro Leu Aib lie Gin Gin PhSol + H + 

Ces f^sultats conduisent.M proposer -pour TCZ 11 A VI A 
la sequence : " * • 

Ac Aib Ala Ala Aib Iva Gin Aib Aib Aib Ser Leu Alb Pro Leu Aib lie 
Gin Gin Phfiol ' r 

Signalons que les rSsultats acquis actuellement 
ne permettent pas de prouver de f agon rigoureuse les 
positions des atcides amines isobares Leu-Ile qui pour- 
raient etre intervertxs ^ventuellement, 

Cependant la grande similitude des d§p'lacements 

1 

chimiques des protons dans les spectres de RMN H de 
TCZ 11 A VI Aet TCZ 11 AVUlaisse supposer une structure 
trSs apparentfie . 

Par ailleursr 1 ' enchainement Ile-Gln.Gln devra etre 
v£rif ifi. 

D ~ §t^cture_deila_teichorzi 

La structure proposfee pour ce peptide dGcouie pour 
l'essentiel de 1 T analyse de son spectre de masse (ionisa- . 
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tlon "Fab" positive). II fait apparaitre I'ion a m/z 
1908 correspondant a la fornrule brute C on H^ AO N^^O^ A 



La famille d'ions NopVIb commence a 1108 unites 
5 de masse atomique et est identique a celle observge pour 
Nop III dans le spectre de TCZ 11 A HI c (Tabl.IV col.4), 
Ceci conduit a attribuer la meme sequence pour cette 
partie de^la molecule :Nop VTb = Nop III 

10 Ac Mb Ala ALa Aib Aib Gin Aib Alb Aib Ser Leu Aib 

La famille d 1 ions Cop VIb r initige a m/z 802 
apr£s capture d'un atome d'hydrog&ne est identique a 
celle d6ja d€crite pour Cop VII. La *s§quence de ce frag- 
15 ment est done t 

COp VIb « Cop VTI : 

Pro Val Aib He Gin Gin Phfiol 

20 

En gar dan t les memes reserves quant a la position 
rSciproque des acides amines isobares que dans le cas 
precedent (TCZ 11 AVI flees rSsultats conduisent a pro- 
poser pour TCZ 11 AVIBla sequence : 

25 

Ac Alb Ala Ala Aib Aib Gin Aib Aib Aib Ser Leu Aib Pro VaL Aib 
lie Gin Gin PhSol 



En conclusion, les r£sul tats acquis montrent une 
30 grande similitude de structures entre les trichorzianines 
identifies jusqu'a present : TCZ 11 A VDVne diffdre de 
TCZ 11 Ayirque par un seul groupe CH 2 (changement d'une 
valine en leucine) et il en est de meme pour TCZ 11 A VI B 
par rapport a TCZ 11 A V3T (changement d f une mgthylalanine 
35 (Aib) en ethylalanine (Iva) )et par rapport a TCZ 11 A in C 
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(r emplacement de Trpol en Ph6ol) . 

Ces f aibles- differences de structure expliquent 
les . difficulty rencontr^es au Cburs des separations 
5 chroma tographiques- Rappelohs enfin que le.s trichor- 
zianines B different des trichorzianiries A par. la 
p r gsence d'acides glutamiques. II est a noter encore une 
fois.que toutes les Trichorzianines sont nouvelles et 
font partie int6grante de 1' invention- En outre elles 
10 sont toutes actives et sont done selori 1 1 invention uti- 
lises ou appliqu^es. corame moyen de lutte bioiogique, 
en\ par ticulier sous forme de produit phyto-sanitaire. 
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En outre f des analyses des extraits peptidiques 
. bruts on Tr ichor zianines obtenus a partir.de -diff§rents 
clones, c'est-a^dire obtenus .a partir d?une souche 
unique de Trichorderma harzianura I 223 ou ATCC n° 20672 
5 ont montr§ une identity pour toutes. l.es souches ce qui 
dSmontre que. la multiplicity des peptides est une carac- 
t€ristique g6n€tique. La teneur en peptides, est .variable 
selon l$s conditions de culture et celle-ci peut attein- 
dre 2 % en poids de peptides ou Trichorzianines par 
10 . poids de produit final, sur milieu riche- 

Qn donne ci-apr$s un exemple d'essai de pouvoir 
antagoniste. - 

c 

15: EXEMPLE 6 

• Sssai de pouvoir antagoniste de Trichorderma 
harzianum I 223 ou ATCGn* 20672 , 

20 Cet essai de pouvoir antagoniste est effectu€ in 

vitro en boite de PStri. 

Une goutte de suspension contenant 10 6 spores vi- 
vantes de Trichorderma harzianumJT 223 ou ATCC n° 20672 
25 est plac€e. au hord d'une bolte de P€tr.i:sur le milieu 

g£los€ de croissance du Botrytis cinerea, en 1* occurence 
ce milieu est essentiellement constitu€ de concentr6 
de tomate. 

30 A 1' oppose , on place une pastille de 4 millimetres 

. pr€lev£e dans une bolte de P.€tri.o.a l'on.a r6alis§ la 
cro.issance.du Botrytis cinerea-.. . ... 
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Apr&s trois jours d f incubation , la croissance du 
champignon parasite, est freinSe par rapport a la crois- 
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sance tgmoin de ce meme champignon et apr§s cinq jours , 
la croissance de Trlchoderma harzianum I 223 ou ATCC 
n° 20672 a re joint le Botrytis cinerea et commence a 
le recouvrir progress ivement. 

5 

On constate done ici le fort pouvoir antagoniste 
par contact de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC 
n° 20672 vis-a-vis du chmapignon parasite. 

.10 I»e merae essai a 6t€ r€alis£ a l"6gard d'autres 

champignons parasites tels que Stereum purpureum, Scle- 
rotinia, Stereum hirsutum et Ceratocystis ulmi. Tous ces 
essais se sont r6vG16s positifs avec la nouvelle souche 
de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC n° 20672. 

15 

Ce meme essai de pouvoir antagoniste par con- 
tact a €t€ r§alis€ 6galement sur tous ces champignons 
parasites pour les peptides extraits de Trichoderma, 
Ceci fait l'objet de l'exemple 8. ? 

20 

EXEMPLE 7 

Pouvoir antagoniste a distance de Trichoderma 
harzianum I 223 ou ATCC n° 2Q672 

25 

Pour r§aliser cet essai de pouvoir antagoniste 
a distance de Trichoderma harzianum I 223 ou ATTC 
n° 20672 on inhibe tout d'abord la croissance du mycelium 
de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC n° 20672 par une 

30 barri^re de fongicide chimique connu pour inhiber la 

croissance de Trichoderma harzianum sans inhiber celle 
du parasite , comme par exemple le B6nomyl et on place 
a l*oppos€ une pastille de 4 millimetres pr€lev€e dans 
une boite de P€tri oil l'on a r€alis€ la croissance du 

35 parasite. 
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On observe si la croissance du mycelium du champi- 
gnon parasite est frein§e. 

L' Evaluation de ce ralentisseraent de croissance 
permet d'appr£cier 1£ production et la diffusion des 
polypeptides ant if ongiques ou Tr ichor zianihes s6cr£t£!s 
par la souche de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC 
n° 2C672* ' . . • . 

La Deraanderesse a effectufe un essai de pouvoir 
ant.agoniste & distance pour chacun des champignons pa- 
rasites mentionn£s pr£c6deimuent et a pu observer que la 
nouvelle 'souche de Trichoderma harziariuin 1 223 ou ATCC 
n° 20672 avait un fort pouvoir antagoniste a distance 
relativement a chacun de ces parasites,, 

EXEMPLS 8 1 ' 

Pouvoir antagoniste des Trlchorzianines ou pep - 
tides extraits de Trichoderma harzianum" I" 223 ou ATCC 
n° 2Q672 

L'extrait de Tr ichor zi an ine est melange S un milieu 
g§los€ dans une boite de P€tri* Iiorsque le milieu est re- 
froidi, un inoculum dense des diff£rents parasites 21 
tester est placg au centre de la boite. 

On laisse incuber 3. la temperature optimale pour 
les parasites, on constate un ralent is semen t de la crois- 
sance du parasite ou meme une inhibition complete et ceci 
d&nontre le pouvoir antagoniste des Trlchorzianines vis- 
a-vis des champignons parasites tels que Botirytis cine- 
rea f Stereum purpureum, Sclerotinia* Stereum hirsutura 
ou Ceratocystis ulmi. 
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EXEMPXE 9 

Preparation de produit phytosanitaire 

5 On obtient une preparation de produit phytosanltaire 

en mettant en suspension dans l'eau, par exemple I'eau 
du robinet, la poudre obtenue selon l'un quelcongue des 
ecemples 1 k 4, et de preference obtenue & partir de 
l f exemple 3 ou de l 1 exemple 4, en vue de preference St 
10 obtenir une concentration de lO 8 spores viables/ml de 
la solution. 

Cette solution en suspension est preparee de prefe- 
rence juste avant 1 1 application par pulverisation sur le 

15 milieu & proteger, qui peut etre des plants de vigne 

(lutte contre Botrytis ciaerea, cause de la pourriture 
grise de la vigne) ou des arbres fruitier s (lutte contre 
Stereum purpureum responsable de la maladie du plomb des 
arbres frui tiers) ou de l'orme (lutte contre Ceratocystis 

2o ulini responsable de la graphiose de l^rme) • 

Cette pulverisation peut etre repetee autant que 
necessaire de mani^re habitue lie jusqu f & guerison com- 
plete. 

25 

EXEMPLE 1Q 

Traitement de la souche de Trichoderma harzianum 
I 223 ou ATCC n° 2Q672 pour la rendre reslstante aux 
30 antifongiques chimiques 

II est prefere selon 1* invention de modifier la 
souche de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC n° 20672 
pour la rendre reslstante aux agents chimiques en vue 
35 d'une utilisation du produit en traitement de lutte 
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intGgree, c 'est-a-dire un traitement avec antifongiques 
chimiques plus traitement avec souche de Trichoderma. 

Pour ce faire, il est necessaire de rendre la sou- 
che r6sistante aux antifongiques chimiques (lorsqu'elle 
ne l'est pas, ce qui est egalement le cas) en particu- 
lier : benomyl, procymidone, iprodione, peltar, etc* 

Pour cela, on procSde a une adaptation de la 
souche de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC n° 20672 
^ des quantit£s croissantes d 1 antifongiques chimiques 
et on procede coraroe suit s 

Sur un milieu g£los€ a base de £*Locons d'avoine, 
on ajoute une quantity d 1 antifongiques chimiques # legdre- 
ment infer ieure £ la quantite minimale inhibitrice de- 
termined comrae indiqu£ plus loin. 

On €tale une suspension de spores de Trichoderma 
harzianum I 223 et l'on incube & 24°C sous lumiere. 

Apres une incubation plus longue que la normale 
(super ieure ou egale a 5 jours) , quelques colonies 
apparaissent. 

Ces colonies sont repiquees sur le milieu g61os£ 
aux flocpns d'avoine contenant une dose sup£rieure ou 
£gale & la dose precSderament employee de I'antifongi- 
que et ainsi de suite jusqu'a obtention d'une resis- 
tance aux quantites habituelles utilisees dans les 
champs . 

Des quantites minimales inhibitrices sont prSala- 
blement d£terroinees pour chaque antifongique chimique 
en observant la croissance de la souche sur le milieu 
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aux flocons d»avoine auquel on a ajoute des quantites 
croissantes d'antifohgique chimique. 

Lorsque la souche cesse de croxtre, la quantity 
5 minimale inhibitrice d r antifongique chimique est 
atteinte* 

Pour le benomyl, cette quantity minima le inhibi- 
trice est de O f 1 )f /ml de g£lose. 

Ainsi, selon la presehte invention , lorsque la sou- 
che de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC n° 20672 
est utilis^e comme moyeh de lutte biologique, alors, 
de preference cette souche est rendue resistante aux 
agents chimiques conform§ment i. l»essai precedent* 

EXEMPLE 11 

Example d' extraction de pentyl-6 pyrone-2 5 partir des 
20 spores de Trichoderma harzianum I 223 ou ATCC n° 2Qf ^2 

On a vu lors du procede general d f extraction des 
spores produites par Trichoderma harzianum I 223 ou 
ATCC n° 2G672 pour en isoler Iss peptides que la 

25 fraction soluble dans 1' ether etait active contre des 
champignons parasites tels que Botrytis cinerea dont 
on a indique que la substance principale responsable 
de cette activity a ete Isolde et identifiee par l'exa- 
men de ses spectres de FMN et de masse comme s'agissant 

30 de la pentyl-6 pyrone-2. 

Le present exemple -est relatif a une methode d* ex- 
traction des spores permettant l 1 extraction selective 
de la pentyl-6 pyrone-2 sans les Tr ichor zianines. La 
35 technique la plus efficace consiste une extraction 
par l'hexane et est de manidre ggn£rale la suivante, 



10 



15 
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cette raethode faisant partie integrante de la presente 
invention, 

Dans xine premiere etape, on introduit les spores 
de culture dans de I'hexane pour y dissoudre la partie 
soluble des spores et obtehir aprSs evaporation de 
I'hexane un r€sidu huileux ; 

On souiuet ensuite ce residu huileux & une etape 
d 1 extraction par I 1 acetone ou le chlorure de methylene 
pour en recueillir la fraction soluble. 

Enfin, -apres evaporation de l 1 acetone ou du chlo- 
rure de methylene, on obtient line hu^le orangee se geii- 
fiant par ref roidissement et qui contient la pentyl-6 
pyrone-2 en melange notamment avec de l'acide linoiei- 
que, „ 

De preference, on soumet ce melange a une chroraa- 
tographie sur colonne de silice avec pour 61uant un melange 
de pentane avec des quantites croissantes d* ether. 

Selon une variante de separation de ce melange , 
on realise une chroma tographie en phase vapeur. 

Ce procede general est maintenant exemplif ±€ comme 
suit : 

On extrait 987 g de spores , de preference obtenues 
a partir de I'un quelcongue des exemples 1 .a .4, deux 
fois consecutivement par 3 litres d'hexane (RP redistilie) 
pendant 24 heures sous agitation* La splution .hexanique 
evaporee a sec fournit un residu huileux. Celui-ci est 
repris par ISO cm d* acetone, et-laisse deposer 1,9 g 
d'un solide blanc cristallise identif 16 conmie le palmi- 
tate d'ergosterol. 
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Par evaporation de l f acetone on obtient 13 r 3 g 
(1,35 %) d'une huile orangge se g£lifiant par refroi- 
dissement (fraction H) . 

A - AgalYgepar chromatographie en phase vapeur 

La fraction H, analyst par chromatographie en phase 
vapeur, montre une s€rie de pics (Figure 15) parrai les- 
quels'deux ont £t€ identifies par comparaison avec des 
echantillons de reference : I'un de temps de retention , 
t = 12 r 2 minutes r est la pentyl-6 pyrone-2, l 1 autre 
(t = 25 r 4 minutes) est l'acide linoltique (Figure 16). 
La figure montre que le pic de la pentyl-6 pyrone-2 
est nettement s£par€ des autres^t que la m€thode peut 
etre employee pour doser ce compost- 
Dans ce but, la Deraanderesse a d£fini un protocole s 
il cons is te 5. extraire 1 g de spores pendant 24 heures 
par 5b ml d'Kexane sous agitation. La solution hexanique 
est filtr£e pour eiiminer les spores et le f iltrat 
6vapor€ & sec* Le rSsidu (environ 15 mg) est dissous dans 
1 ml de chlorure de methylene. L 1 injection de 2 micro- 
litres de cette solution donne le chroma togramme pre- 
sents figure 17. Ce chromatogramme fait apparaitre que 
la pentyl-6 pyrone-2 est minor itaire dans l f extrait 
et, pour augmenter la precision du dosage r la Demande- 
resse a essay§ de preparer un extrait enrichi. 

B - Pr§pa^a;tion_d^une_fractio 
pyrone-2 

La m^thode consiste a op6rer une chromatographie sur 
colonne de silice en utilisant comme eiuant un melange 
de pentane avec des quantit^s croissantes d* ether. On 
opdre sur 1 g de melange et on collecte des fractions 
de 50 ml qui sbnt 6vapor€es. 
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La pentyl-6 pyrone-2 apparalt dans la fraction 7 
dont elle .est un des constituants preponderants , comme 
le raontre le chroma tograirane de la figure 18. La frac- 
tion 6 est essentiellement constitute d'acide linOlgigue. 

Le bilan de la chromatographic sur gel de silice 
de l'extrait hexanigue est donng au tableau, suivant 
(tableau VIII) . ■ 



10 



Solvant 
pentane/6thec 



Quantity N° Fraction Boids du 
(ml) collect€e r§sidu (mg) 



Observ. 



15 



20 



25 



100/0 

90/10 
50/50 
10/90 

O/10O 



100 

100 
100 
100 

400 



4 

5 
6 
7 

8 
9 
10 

11 



190 
480 
150 

50 
lO 

io 

O 



acide 
linoleigue 

fraction 
oontenant 
la pyrone 



30 Tableau VBI - Bilan de la chromatographie (SiO^) de l'ex- 
trait hexanigue. 
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En conclusion de ce qui precede, cmpeut done ex- 
-traire la pentyl-6 pyrone-2 seiectiveraent 3 partir des 
spores de Tricho derma harzianum I 223 ou ATCC n° 20672 
par une extraction a l'hexane suivie d'une etape d'ex- 
5 traction dans 1* acetone ou le chlorure de methylene 
avec une separation soit directement par chromatogra- 
phie en phase vapeur (de preference on utilise alors 
le chlorure de methylene) ou aprds evaporation du 
solvant constitue par 1 1 acetone ou le chlorure de methy- 

10 l£ne r on realise une separation du melange du produit 
g^lifie par chromatographie sur colonne de silice avec 
comme eiuant un melange de pentane avec des quantites 
croissantes d 1 ether en recueillant la fraction 7 
apparalssant entre 12 et 15 minules aprds I 1 injection 

15 comme cela ressort du chromatogramme de la figure 18» 

EXEMPLE 12 

Mesure de l'activite specif ique de la pentyl-6 
20 pyrone-2 

\j 

En procedant comme deer it aux exemples 6 et 7, 
on a pu determiner que la pentyl-6 pyrone— 2 provoque 
une nette inhibition de la croissance de champignons 
25 parasites et en particulier de Penicillium criistosum, 
Botrytis cinerea, 

Compte tenu de ces result£ts r la Demanderesse a 
denontre que la pentyl-6 . pyrone-2 a un pouvoir antago- 
30 niste relativement aux champignons parasites et en par- 
ticulier Penicillium crustosum et Botrytis cinerea et 
peut done etre utilisee comme moyen de lutte biologique, 
en particulier sous forme de produit Phytosanitaire. 
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Revendications 

1. Nouvelle souche de Trichoderma harzianum, 
caracterisee en ce qu'il s*agit de la souche 

5 Trichoderma harzianum depos^e & l l Institut Pasteur 
sous le N° 1223 ou a I'AICC sous le N° 20672. 

2. Nouvelle souche de Trichoderma harzianum selon la 
revendication 1, caracterisee en ce qu'elle presente 

10 1 'aspect- cultural suivant : 

- un mycelium ras, translucide a peine discernable 
a/l'oeil nu, a la surface duquel apparaissent au 
bout de trois jours environ de culture , des formations 

15 sporog&nes d'abord blanches qui se colorent par la 
suite en vert sombre; 

- structure sp or if ere : 

20 les conidiophores portent des branches ramif±6es de 
fa^on orthogonale, les cellules sporogenes (phiali- 
des) portdes par ces dernieres peuvent 6tre groupies 
par deux ou trois, elles sont de taille variable 
(8 a 12 microns) etroites (2,5 microns) peu ventrues 

25 et souvent recourbees, les spores qu T elles portent 

sont globuleuses a sub-globuleuses, color^es en vert 
et mesxirent en moyenne 3 microns de diametre, elles 
apparaissent presque lisses au grandissement 1000; 

30 . La parol des spores est completement lisse au 
microscope; 

- la temperature de croissance est de 17 a 32°C avec 
un optimum de 20 a 24°C; 

35 

- elles poussent sur milieu classique : 
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* malt-agar 

* pomme dfc terre-glucose-agar , 
** flocons d'avoine 

et a un pH compris entre 4 et 7 et avec un optimum 
5 vers 5 

La sporulation est plus importante sur un milieu 
riche; 

10 - sa croiS*sance esta^robie. 

3. Proced£ d^solement de la nouvelle souche de 
Trichoderma harzianum 1223 ou ATCC N° 20672, 
caract^rise^ en ce qu 1 il comprend les etapes succes- 
15 sives suivantes : ' 

A - on pr£leve des champignons de Trichoderma 
harzianum dans un endroit appropri6 tel que sol 
humide comme un sol maraicher ou un sol cultive; 

20 

B - on fait croitre les champignons de Trichoderma 
harzianum pr€leves sur un milieu de culture gelose 
en boite de Petri h 24°C a la lumi^re pendant 3 a 
7 jours; 

25 

C on pr£l£ve le maximum de spores de Trichoderma 
harzianum de couleur verte; 

D - on met en suspension" dans l f eaii ce pr^levement 
30 de Trichoderma harzianum pour dissocier les spores; 

E - on determine la ou les meilleures sotiches parmi 
les souches dissociees par un programme de selection 
par clonage de preference ri§alis6 comme suit r 

35- •• •■ ••• ■ ' ■■ •-■ •• •■ ■'■ 

a) on- ef f ectue une culture* s£par£e de chaque spore 



0124388 

52 

dissociee sur un milieu g£lose riche : tel que milieu 
aux flocons d'avoine en boite de Petri; 

b) au bout de 48 heures, on remet en suspension la 

5 totality des spores de chaque boite prise separ£ment 
et on a juste le titre a 10 spores/millilitre; 

c) on pr£leve une ou plusieurs gouttes de suspension 
de souche obtenue apres l f 6tape b) que l'on inocule 

10 dans l T un des milieux suivants : 

i. un milieu gelos6 pauvre, par exemple extrait de 
malt a 20 grammes par litre en boite de Petri que 
I'on cultive a 24°C; . 

15 

ii«, un milieu riciie, par exemple aux flocons 
d'avoine a 30 grammes par litre, que l T on cultive a 
une temperature assez basse, par exentple de 15 & 
17°C; 

20 

iii, un milieu de croissance du parasite Botrytis 
cinerea, par exemple essentiellement b. base de 
concentre de jus de tomate, pr^alablement ensemence 
du parasite, dans une boite de P^tri, en vue de 
25 determiner le pouvoir antagoniste vis-a-vis de ce 
parasite par contact et a distance avec culture §l 
24°C; 

iiii. tin essai sur milieu g£lose riche par exemple 
30 aux flocons d'avoine, pour d6 terminer les souches 

ayant la production la plus importante de spores par 
unit6 de surface du milieu gelose; . . 

d) on observe la croissance des souches a partir de 
35 48 heures, toutes les 24 heures et on evalue selon 

des. criteres connus en soi la quality de cette. 
croissance; 
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peptidique obtenue par extraction selon la proc6d6 de 
la revendication 15 ou 16 du milieu de culture obtenu 
conf ormement au proc£d€ de la revendication 4 et de 
preference, constitute par la fraction III> IV, VI ou VII du 
5 chromatogramme de la figure 2. 

8. Nouveaux peptides selon 1 T une quelconque des 
revindications 5 a 7, caracterises en ce qu f il s 'agit 
de la fraction majoritaire des Trichorzianines ayant 
10 un poids mol£culaire egal a 1948 et donnant par 

hydro lyse acide dix-neuf acides amines se dtcomposant 
comme suit : 

h.uit Methyl alanines; deux Alanines; une Isoleucine; 
15 une Leucine; une Valine; une Proline; une Serine; 

trois Glutamines; un Tryptophanol et les fractions 
minoritaires ayant au lieu du Tryptophanol un 
Phenylalaninol en position terminale. 

20 9. Nouvelle souche de champignon Tricho derma 

harzianum Institut Pasteur N° 1223 ou ATCC N° 20672 
comme mbyen de iutte biologique; par exemple comme 
produit phjrtos anitaire . 

25 10. Produit ohtenu, selon la revendication 4 comme 

moyen de lutte biologique, par exemple comme produit 
phytosainitaire . 

11. Nouveaux peptides ou Trichorzianines selon l'une 
30 quelconque des revendi cations 5 a 8, et 24 a 27, de preference 
obtenus a partir des spores de Trichoderma harzianum 
Institut Pasteur N° 1223 ou ATCC N° 20672, caracte- 
rises en ce qu T ils sont utilises comme moyen de 
lutte biologique, en partlculier sous forme de 
35 produit phytosanitaire. 
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12. Application de la nouvelle so.uche de Trichoderma 
harzianum Institut Pasteur N° 1223 ou ATCC N° 20672 
. selon la revendication 1. ou 2., ou des Trichorzianines 
selon l t une des revindications. 5 a. 8 ou du .produit 
5 . obtenu par le proced6 de culture selon la revendica- 
tion 4, sous forme de produit phytosanitaire pour 
lutter contre le champignon parasite Botrytis 
. . . cinerea. 

10 13. Application, de la souche de Trichoderma harzianum 
Institut Pasteur N° 1223 ou ATCC N° 20672 selon la 
revendication 1 ou 2, ou des Trichorzianines selon 
l*une des revendications 5 a 8, ou du produit obtenu 
par le proc€d£ de culture selon la revendication 4 

15 . sous forme de produit phyto s an i t air € pour lutter 
contre le champignon parasite Ceratocystis ulmi* 

, 14* Application de la souche Trichoderma harzianum 
Institut Pasteur N° 1223. ou ATCC F. 20672 selon la 
20 revendication 1 ou 2, ou des Trichorzianines selon 

l/une dps revendications. § h .8, ,.qu du produit obtenu 
par le proc£d6 de. culture selon la revendication 4, 
pour lutter contre le champignon parasite Sclerotinia. 

25 15. Application de la souche Trichoderma harzianum . 
^ . Institut Pasteur N° : 1223 ou.. ATCC N° .20672 selon 
la reyendication 1 ou 2, ou des Trichorzianines 
selon I 'une des revendications 5 a . 8, pu du produit 
obtenu par le. procede de culture selon la. revendica- 

30 tlon 4, sous forme, jde produit phytosanitaire pour 
lutter contre le champignon parasite Stereum 
purpureum oiu^ Stereum hirsutum. : . . . . 

16. Application de la souche de Trichoderma harzianum 
35 Institut Pasteur N° 1223 ou ATQC H°, 20672 selon l'une 
quelconque des revendications 12 k 15, caract6ris6e 
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en ce que ladite souche a ete rendue resistance aux 
agents chimiques. 

17. Pro cede d'isolement des Trichorzianines par 
extraction des spores de Tridhoderma ; harzianum 1223 
ou ATCC N° 20672 , car act §rise en 'ce qu*il comprend 
les stapes successives sulvantes : 

a) introduire les spores de culture de Trichoderma 
harzianum Institut Pasteur N° 1223 ou ATCC N° 20672 
dans de l 1 acetone pour y dissoudre la partie 
soluble des spores et obtenir apres Evaporation de 
1" ace tone un extrait brut; 

b) soumettre cet extrait brut 2l une etape d 1 extrac- 
tion par l f ether pour en recueillir la fraction 
insoluble; 

c) extraire cette fraction insoluble dans lather 
au methanol pour en recueillir la fraction soluble; 

d) chromatography er la fraction soluble dans le 
methanol pour en recueillir la fraction de tSte ou 
fraction lourde qui contient essentiellement les 
Trichorzianines. 

18. Proc6d€ selon la revendication 17,. caracteris€ 
en ce que I s on realise I 1 Etape d 1 extraction par 
chrbmatographie pr€citee, par chromatographie 
liquide haute performance en utilisant comme phase 
stationnaire de chromatographie une silice trfes fine 
et greffee par des hydrocarbures en C18 et en 
utilisant comme eluant un melange Ethanol-eau 
{65/35 v/v). 

IS. Precede d'isolement de pentyl-6 pyrone-2 par 
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extraction des spores de Trichoderma harzianum 1223 
bu ATCC N° 20672, ' caract£ris6 en 'be qti'il comprend 
l*etape de recueillir la fraction soluble dans 
lather obtenue h l'etape b) du prbcede ' d 'isolement 
5 selon la revendi cation 17; ainsi que l T 6tape 

d'isolement de la peiityl-6 pyrone-2 par tout pirocede 
habituel, de preference en utilisant une chromato- 
graphic sur colonne de siiice avec comme eluarit un 
melange de pentane avec des quantites croissantes 
10 d 'ether ou par chroma to graphie eri phase' vapeur. 

20. Procede d'isolemeni; de pehtyl-6 pyrone-2 Jar 
extraction des spores de Trichoderma harzianum 1223 
ou ATCC N° 20672, caracterise en ce qu T il comprend 
15 les Stapes successives suiv^ntes : • 

a) introduire lies spores de culture de Trichoderma 
harzianum Institut Pasteur N° 1223 ou ATCC tf° 20672 
dans de I'hexane pour y dissoudre la partie soluble 

20 des spores et obtenir apres Evaporation de 1 'hexane 
un r6sidu huilexax; 

b) soumettre ce r£sidu huiieux a' une 6 tape d 1 extrac- 
tion par l'ac€tone ou le chlorure de methylene pour 

25 eh recueillir ia fraction soluble; 

c) soumettre directement ia fraction soluble h une 
chromatographic en phase vapeur, 6u evapbrer 

I 1 acetone ou le chlorure de m£thylfene pour obtenir 
30 une huile orangee se g€lif iant par ref roidissement • 
et qui contient la pentyl-6 pyrone-2 en melange 
notamment avec de I'acide linoleique et soumettre 
ensuite ce melange & une chromatographie sur colonne 
de gel de siiice avec comme eluant un melange de 
35 pentane avec des quantites croissantes dither pour 
en recueillir la fraction appropriee de pentyl-6 
pyrone-2. 
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21 * Utilisation de la pentyl-6 pyrone-2 comme jnoyen 
de lutte biologique, en particuiier sous forme de 
produit phytosanitaire . 

5 22. Application de la pentyl-6 pyrone-2 sous forme de 
produit phytosanitaire pour lutter contre le champignon 
parasite Botrytis cinerea. 

23. Nouveau peptide car act6ris€ en ce qu f il s f agit 
lO de la Trichorzianine 

Ac Mb Ala Ala Aib Alb Gin Aib Aib Aib Ser Leu Aib Pro Val Aib lie 
Gin Gin Trpol 

24. NOuveau peptide caract£rise en ce qu'il s'agit de 
15 la Trichorzianine * 

Ac Aib Ala Ala Aib Iva Cln Aib Aib Aib Ser- Leu Aib Pro. Val Aib He 
Gin Gin Ph6ol_ 

25- tfcxrveau peptide^ caract£ris€ en ce qu f il s'agit de la ' ' 
20 Trichorzianine 

Ac Aib Ala Ala Aib Iva. Gin Aib Aib Aib Ser Leu Aib Pro Leu 
Aib He Gin Gin Pli€ol 

26. Nouveau peptide caract€ris§ en ce qu f il s'agit de 
25 la ^Trichorzianine 

. Ac Aib Ala Ala Aib Aib Gin Aib Aib Aib Ser Leu Aib Pro 
Val Aib lie Gin Gin Ph6ol 
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PEN fYLPY RONE 



Chromatogramme (phase vapeur) de l'extrait hexanique. 

Chroma tographe Carlo Erba type 21.50. Detection par ionization de f J amine. 



Colonne capillaire 5/10, 1 = 20 m, 0V 17 - *ga^ veeteur , debit 
2,2 cmVmin. 1° in jecteur 280 D C 1° 
50 U C/1 min. 50— ~ J20°C : 10°C/min - 120- 
Vitease de deroulement du papier 5 mm/min 
Attenuation 8x10. 



dgtecteur 280 ,, C. 

200°C 



Prouraimue temperature 
5 u C/m.in. 
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is to 



Chromatoqrnmme (phase vapeur) de Jri 'pentyl pyrin it? purjl.ire. 
(condi tjoiu^f- F-H!- 15) 
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Chroma t orjramme (phase vapeur) de J'extrait hexanique sur 
J(| dr* oporrs (conditions cf . Fig- 15) 




Ch romatoqraphijn 'phase, vapeur) de la fraction 7 (cf. Tnbl.8) 
(uirichiR pn pnn I :y I py r one - 
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